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5 Stabile pharmazcutischc Darreichungsformen cnthahend Parathormon 

Die Erfindung bctrifft pharmazeutische Praparate, die als Wirkstoff Parathormon oder 
dessen Fragmente enthalten sowie entspredicnde pharmazeutische Darreichuncsfonnen 
in Form von Lyophilisaten oder Injektionslosungen. 

10 

Parathomon (PTH) ist ein aus vierundachtzig Aminosauren aufgebautes Protein, das an 
der Regulierung des Calcium- und Phosphatgehaltes von Biut und Gewebe beieiligt ist. 
Aus der Literatur (vgl. auch WO 90/10067; WO 91/06564; EP 0 301 484; WO 
93/15109) ist bekannt, daQ N-terminale Fragmente dieses Hormons, aber auch Peptide 
15 niit entsprechoiden Modifiationen in der Aminos^resequenz uber eine anaioee bio- 
logische Aktivitdt wie PTH(l-84) verfugcn. 

Au^rund von Qxidationsprozessen an den freien Methioningruppen im Molekui ist die 
Stabilistemng des PTH in einer pharmazeutisdien Darreichungsform jedoch problema- 

20 tisch. En Zusatz von Antioxidantien, wie z. B. Methionin oder Ascorbinsaure. fiihrt 
mcfat zu Darrachungsformen mit einer fur phannazeutische Zwecke ausrdchenden 
StabiltoL Aus EP 0 619 1 19 ist bekannt, daB eine Stabilisierung durch Gefiiertrocknung 
einer Kondnnadon von Zuckem und Natriumdilorid eiziek werden kana Es hat sich 
jedoch gezdgt. daQ diese Art der Stabilisieniiig die Bildung von Dimcrcn bcgunstigt. 

25 Dimere in phannazeutischen Darreichungsformen sind jedoch problematisch, da sie 
au^nind von immunologischen Reaktionen bd der Verabreichung am Patiemen zu 
unerwiinsditen Nebenwirkungen fiihren konnen. AuBerdem konnen Dimeren zu ciiwm 
Aktivicatsverlust des Proteins in der Darrdclaingsfonn fiihren, insbcsondere wenn die 
Darrdchungsfonmen uber einen langeren Zdtraum oder bd nicht optimalen Tempm- 

30 turen geiagert werden, Dariiber hinaus ist die Lyophilisation im Rahmen der HersteHung 
von entsprechend getrockneten pharmazeutischen Darreichungsformen problematisch. 
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Ubeiraschenderweise wurde gefiinden, dafl phannazeutisch stabile Darreichungsformen 
von PTH bzw. dessen Fragmente erhalten werden, wenn als pharmazeutische Hilfsstoffe 
eine oder mdirer basische Aminosauren, insbesondere Arginin, Lysin oder Omithin in der 

5 Darreichungsform enthalten sind. Dadurch ist es mogiich, auf den Zusatz von Anti- 
oxidantien oder Tensiden zu verzichten. AuBerdem fuhrt der Zusatz von basischen 
Aminosauren zu Darreichungsformen, die uber einen langeren Zeitraum hinweg lager- 
stabil sind. Insbesondere kann die unerwunschte Bildung von Aggregaten reduziert bzw. 
weitgehend vermieden werden. Weiterhin wurde gefunden, dafi durch den weiteren 

10 Zusatz einer sauren Aminosaure und/oder einer neutralen Aminosaure sich die Lyophi- 
Usation verbessern laQt. Stabile wassrige Darreichungsformen sind insbesondere solche^ 
die eine anorganische oder organische Saure enthalten und deren pH-Wert von 4 bis 8, 
insbesondere 6 bis 8 aufweisen. 

15 Als Parathormon-Fragmente im Sinne der Erfindung konunen insbesondere die humanen 
N-terminalen Fragmente des intakten Proteins in Frage, beispieisweise die Fragmente (1- 
34), (1-35), (1-36), (1-37) oder (1-38). Ebenso konnen jedoch auch solche Fragmente 
des Parathormons eingesetzt werden, die N- und C-terminal verkurzt sind, beispieisweise 
Fragmente, die N-terminal urn eine oder zwei Aminosauren verkurzt sind. AuBerdem 

20 konnen auch entsprechende Varianten oder Modifikationen dieses Hormons eingesetzt 
werden, bei denen in der Aminosauresequenz des PTH(l-84) eine oder mehrere Amino- 
sauren gegen andere Aminosauren ausgetauscht sind. Dies trifiEt auch fur die ent- 
sprechend N- und/oder C-terminal verkiirzten Fragmente zu. Insbesondere lassen sich tm 
Sinne der Erfindung solche pharmaz^tische Zubereitungen herstelien, die das Parat- 

25 hormon-Fragment hPTH 1-37 enthalten. Dieses Fragment ist aufgrund seiner Stniktur 
und Konformation sehr labil. Die Herstellung von pharamazeutischen Zubereitungen mit 
ublichen pharmazeutischen Hilfsstoifen flihrte daher oft zu Instabilitaten der Produkte, da 
sich der WirkstoSgehalt durch Agglomeration oder Zersetzung des Peptides bei langerer 
Lagerung stetig verringerte. 

30 
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Der Wirkstoffgehalt an Parathormon bzw. Parathormonfragmenten in den fliissigen 
Darrdchungsformen betragt bis zu 10 mg/ml, insbesondere bis zu 5 mg/ml oder bis zu 2 
mg/nd. Der Wirkstoffgehalt betragt vorzugsweise mindestens 0,01 mg/ml, 0,04 mg/ml 
Oder 0,1 mg/ml. Bevorzugte liegt liegt der Wirkstoffgehalt beispielsweise bei 0,01-5 
5 mg/ml, insbesondere bei 0,04 - 2 mg/ml. Die lyophilisierten Darreichungsformen ent- 
halten den Wirkstoff in solchen Mengen, daB durch den Zusatz eines bestimmten 
Volumens einer physiologisch vertraglichen Rekonstitutionsldsung entsprechende 
Infusions* oder Injektionslosungai des Wirkstoffes mit den genannten Konzentrations- 
b^dchen erhalten werden. Die pharmazeutischen Darreichungsformen im Sinne der 

io voriiegenden Erfindung sind im wesentlich^ frei von Tensiden und (iblichen physio- 
logisch vmraglichen Amioxidantien, insbesondere von sulfhydrylgruppen-haltigen 
Reagentien, wie beispielsweise Methionin oder Cystein, oder Ascorbinsaure. Femer sind 
sie vorzugsweise im wesentlichen fi^ei von Chloridionen, da Chloridionen die Bildung von 
Dimeren begunstigen. Insbesondere enthalten die erfindungsgemaOen Darreichungs- 

15 formal sonst keine weiteren phannazeutische Zusatz- oder Hilfsstoffe, wie z.B. Zucker 
odo- physiologisch vertragliche Polymere. Die Darreichungsformen im Sinne der 
Erfindung zeichnen sich insbesondo'e dadurch aus, daB sie im wesentlichen nur aus 
Aminosauren und organischen oder anorganischen S^uren bestehen, wobei jedoch 
mindestens eine basische Aminosaure enthalten ist. 

20 

Als basische Aminosauren konmien im Siime der voriiegenden Erfindung alle physio- 
iogische vertrilglichen Aminos&iren mit mindestens einer basischen Seitengruppe in 
Frage. Baasche Seitengruppen sind insbesondere Aminogruppen, die gegebenenfalls 
durch andere Reste, wie z.B. Ci-C^-Alkylgruppen, substituiert sein kdnnen. Als basische 
25 Aminosiiuren kommen vorzugsweise insbesondere Histidin, Lysin, Arginin oder Omithin 
in Frage. 

Als neutrale Aminosauren konmien entsprechend die physiologisch vmraglichen Amino- 
saur»i mit Seitengruppen in Frage, die uber keine Sulfhydrylgruppen (Cystein, 
30 Methionin) verfiigen, beispielsweise Phenylalanin, Glycin oder Isoleucin. 
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Die Aininosauren kOnnen prinzipiell in Form ihrer Racemate oder der optisch aktiven 
Formen (D- oder L-Aminosauren) eingesetzt werden. Die Konzentration der Amino- 
sauren in der flussigen Darreichungsform liegt im Bereich von bis zu 100 mg/ml. 
Besonders vorteilhaft sind Konzentrationen von bis zu 80 mg/ml, insbesondere bis zu 60 
5 mg/ml, brw. bis zu 50 mg/ml oder 40 mg/ml. Die Konzentration der Aminosauren 
betragt vortdlhafl mindestens 1 mg/ml, insbesondm mindestens 5 mg/ml. 

AIs organische Sauren konmien im Sinne der vorliegenden Erfindung physiologisch 
vertragliche Carbonsauren, Hydroxycarbonsauren oder Aminosfturen in Frage, sowie 
10 deren Saize, insbesondere Alkalisalze. Vorteilhaft im Sinne der Erfindung sind beispiels- 
weise Milchsaure, Essigsiure, Zitronensaure oder Asparaginsaure. Sofem diese Sauren 
uber ein cMrales Zentrum verfugen, konnen die Racemate oder auch die optisch aktiven 
Derivate eingesetzt werden. 

15 Als anorganische Sauren konmien physiologisch vertragliche Sauren in Frage, bdspiels- 
weise Phosphors&ure oder Schwefelsaure, bzw. deren Salze, die in wassriger Losung 
auch als Puffer eingesetzt werden konnen, wie z.B. Natriumdihydrogenphosphat, 
Kaliumdihydrogenphosphat^ Dinatriumhydrogenphosphat, Natriumhydrogensulfirt, etc. 
Die organischen oder anorganischen Sauren konnen auch in Kombination miteinander 

20 eingesetzt werden. Die Menge der Saure wird derart gewahlt, dafl die wassrige Losung 
einen pH-Wert von 4-8, bevorzugt 6-8 aufweist. In der Regel betragt die Konzentra* 
tion der Saure in der Ldsung bis zu 100 mg/ml, insbesondere bis zu 50 mg/ml oder bis zu 
40 mg/ml. Die Konzentration der Saure betragt mindestens 1 mg/ml, bevorzugt 
mindestCTS 5 mg/ml oder 10 mg/ml. 

25 

Als physioiog^ch vertragliche Hilfsstoffe werden im Sinne der vorliegenden Erfindung 
insbesondere folgende Kombinationen an Zusatzstoffen eingesetzt: a) Arginin und 
Phosphorsaure (Argininiumphosphat), b) Arginin, Phosphorsaure und Asparaginsaure 
oder c) Axginin, Phosphorsaure, Asparaginsaure und Isoleucin. 



30 
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Die pharmazeutischen Darrdchungsformen kOnnen als spritzfertige Injektions- oder In- 
fusionslosungen in entsprechenden Ampullen zur Verfugung gestellt werden. AJternativ 
ist es ebenfalls moglich, auch entsprechende Lyophilisate zur Verfugung zu stellen, die 
durch Zusatz von isotonischen Ldsungsmittein kurz vor der Applikation am Patienten in 
die wassrige Form uberfuhrt werden konnen. 

Die Herstellung der Darreichungsformen erfolgt zweckmaOigenveise dadurch, daO man 
dne wassrige Losung aller Inhaltsstoffe herstellt und in entsprechende Ampullen oder 
Glasvials uberfuhrt. Im Falle der Herstdlung der Lyophilisate erfolgt die Trocknung 
vorzugsweise direkt aus den Glasbehaltnissen, in die die Ldsung abgefullt wurde. 

Anhand der folgenden Ausfiihrungsbeispiele wird die Erfindung niiher erlautert. 
Beispiel 1 

15 mg PTH (1-37) und 2,5 g L-Arginin wurden in 100 ml Wasser fur Injektionszwecke 
gddst und der pH-Wert mit 99%.iger Essigsaure auf pH 6,5 dngestdlt. Diese Losung 
wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 1 ml der Losung in Glasvials abgefullt. 

Beispiel 2 

15 mg PTH (1-37) und 5,5 g Arginin wurden in 100 ml Wasser fiir Injektionszwecke 
gdast und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH 7,4 eingestellt Diese 
Ldsung wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 1 ml der LOsung in Glasvials ab- 
gefullt. Diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und verbdrdelt. 

Beispid 3 



150 mg PTH (1-37) und 5,5 g Arginin wurden in 100 ml Wasser fiir Injektionszwecke 
gddst und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH 7,4 eingestdlt. Diese 
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Losung wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 1 ml der Losung in Glasvtals ab- 
gefiillt. Diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und verbordelt. 

Beispid 4 

5 

15 mg PTH (1-37), 3 g L-Arginin und 2 g Asparaginsaure wurden in 100 ml Wasser flir 
Injekdonszwecke gel6st und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH 7.4 ein- 
gestellt. Diese Losung wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 1 ml der Losung in 
Glasvials abgefullt. Diese Vials wurden lyophilisien, verschlossen und verbordelt. 

10 

Baspiel S 

15 mg PTH (1-37), L-Arginin 3,0 g und Isoleucln 2,0 g wurden in 100 ml Wasser fiir 
Injektionszwecke gelost und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH 7,4 ein- 
15 gestellt. Diese Losung wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 1 ml der Losung in 
Glasvials abgefullt. Diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und verborddt. 

Bdspid 6 

20 PTH (1-37), 15 mg, Arginin 3,0 g, Asparaginsaure 1,0 g und Isoleucin 1,0 g wurden in 
100 ml Wasser fiir Injektionszwecke gelost und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphor- 
s^reauf pH 7,4 eingestdlt. Diese Ldsung wurde steril filtriert und unter N^-Begasung je 

1 ml der Ldsung in Vials abgefullt. Diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und 
verborddt. 

25 

Beispiel 7 

PTH (1-37), 15 mg Saccharose 2,0 mg und 100 mg Natriumchlorid wurden in 100 ml 
Wasser fiir Injektionszwecke gdost. Diese Ldsung wurde steril filtriert und unter N2- 

30 Begasung je 1 mi der Ldsung in Vials abgefiillt. Diese Vials wurden lyophilisiert, ver- 
schlossen und verbordelt. 
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Beispiel 8 



In diesem Beispiel wird die Rezeptur aus Beispiel 2 mit verschiedenen pH-Werten herge- 
stellt. Dazu wird gleichzeitig die Mange an Arginin variiert. 



Rezeptur 


Arginin 


pH-Wert 


8a 


5.8 g 


8,0 


8b 


5,0 g 


6.5 


8c 


3,2 g 


5,0 


8d 


3,2 g 


3,0 



PTH und Arginin wurden in 100 m! Wasser fiir Injektionszwecke geldst und der pH- 
Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf den jeweiligen pH-Wert eingestellt. Die Losungen 
wurden steril filtriert und unter N2-Begasung je 1 ml der Losung in Vials abgefiilk. Diese 
Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und verbfirdelt. 



Beispiel 9 

Die Rezepturen in Beispiel 9 wurden analog der Rezeptur in Beispiel 2 hergestellt. 
In Rezeptur 9 a) wurden 10 mg Methionin eingesetzt. In Rezeptur 9 b) wurden 10 mg 
Ascorbinsaure zugesetzt. Beide Ldsungen wurden auf pH-Wert 7,4 eingestellt. Die 
Losungen wurden steril filtriert und unter N2-Begasung je 1 ml dieser Losung in Vials 
abgefiillt, und diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und verbordelt. 



Beispiel 10 
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In Beispiel 10 wurde die Rezeptur aus Beispiel 2 mit einem Zusatz von 10 mg Tween 20 
eingesetzt. Dabei wurden PTH(l-84), Arginin und Tween 20 in Wasser fiir Injektions- 
zwecke gelost und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH-Wert 7,4 einge- 
stellt. Diese Losung wurde steril filtriert und unter N2-Begasung je 1 ml der Losung in 
5 Vials abgefullt. Diese Vials wurden lyophilisiert. verschlossen und verbdrdelt. 

Beispiel 1 1 

10 PTH (1-37), 15 mg und 3,5 g Histidin wurden in 100 ml Wasser fur Injektionszwecke 
gelbst und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure auf pH-Wert 7,4 eingestellt. Diese 
Losung wurde steril filtriert und unter N2-Begasung je 1 ml der Losung in Vials abge- 
fullt. Diese Vials wurde lyophilisiert, verschlossen und verbdrdelt. 

15 

Beispiel 12 

PTH (1-84) (Hersteller Sigma Corporation), 15 mg und 5,5 g L-Arginin wurden in 100 
ml Wasser fiir Injektionszwecke geldst und der pH-Wert mit 85%-iger Phosphorsaure 
20 auf pH-Wert 7,4 eingestellt. Diese Losung wurde steril filtriert und unter N2-Begasung 

je 1 ml der Losung in Vials abgefullt. Diese Vials wurden lyophilisiert, verschlossen und 
verbordelt. 

25 

Anmerkungen zur Tabelle: 

Die Ergebnisse der Stabilitatsuberpnifung nach einer Lagerzeit von einem oder drei 
Monaten bei Kuhlschranktemperatur (KS) und bei 50 °C sind fur die oben genannten 
30 Ausfiihrungsbeispiele in Tabelle 1 zusammengefaflt. 
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Im Rahmen der erfindungsgemaflen Darreichungsformen konnten keine Dimere bei der 
Bestimmung nach der SDS-PAGE-Methode festgestellt werden. AuBerdem zeigte sich, 
daO der PTH-Gehalt nach einer Lagerzeit von einem bzw. drei Monaten bei ca. 4 ^'C 
mindestens 98 % betragt. Auch bei hoheren Temperaturen (50 ""C) konnte kein 
5 signifikanter Verlust im PTH-Gehalt festgestellt werden. 

Die in Bdspiel 7, 9 und 10 beschriebenen Darreichungsformen hingegen begunstigen die 
Entstehung von Dimeren, bzw. zeigen einen geringeren PTH-Gehalt nach einer Lagerzeit 
von einem oder drei Monaien und konnen somit in bezug auf die Lagerstabilitat als 
10 weniger geeignete pharmazeutische Darreichungsformen eingestuft werden. Prinzipiell 
hat sich gezeigt, dafl sich ein Gehalt von Chloridionen negativ hinsichtiich der Lager- 
stabilitat auswirkt, so dafl bei den erfindungsgemaflen Darreichungsformen chloridfreie 
Formen bevorzugt in Frage konunen. 

15 
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Patentanspniche 

1 Lagerstabile pharmazeutische Zubereitung enthaltend ais Wrkstoff Parathomon oder 
5 ein Parathormon-Fragment sowte eine oder mehrere basische Anninosauren. 

2. Pharmazeutische Ziibereitung nach Anspruch 1, enthaltend femer eine organische 
Oder anorganische Saure, die zur Einstellung des pH-Werte auf 3,0 bis 8,0 geeignet 
ist. 

10 

3. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
zusatzlich eine oder mehrere neutrale Aminosauren enthalten sind. 

4. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Ansprtiche 1 -3, dadurch gekenn- 
15 ' zeichnet, dafl die basischen Aminosauren Histidin, Lysin oder Arginin sind. 

5. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1 - 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die organische Saure aus der Gnippe der Carbonsauren oder der 
Aminosauren ausgewahlt wird, insbesondere Nfilchsaure, Essigsaure, Zitronensaure 

20 Oder Asparaginsaure. 

6. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche I - 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die anorganische SSure Phosphorsaure oder Schwefelsaure ist. 

25 7. Pharmazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1- 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Kombinationen von organischen und anorganischen Sauren enthalten 
sind, insbesondere Phosphorsaure und Asparaginsaure bzw, deren physioiogisch 
vertr^chen Salze. 



wo 97/14429 PCT/EP96/04503 
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8. Phannazeutische Zubereiiung nach einem der Anspruche 3 - 7, dadurch gekenn- 
zdchnet, daO als neutrale Aminosauren sul%drylgruppen-freie Aminosauren 
enthalten sind, insbesondere Phenylalanin, Glycin oder Isoleucin. 

5 9. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1 - 8 in Form einer 
flussigen Darreichungsform fur Injektions- oder Infiisionszwecke, dadurch gekenn- 
zdchnet, dafl der pH-Wert des Ldsung im Bereich von 4 bis 8 liegt. 

10. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1 - 8 in Form eines 
10 Lyophilisates zur Herstellung einer Infusions- oder Injektionsldsung mit einem pH- 

Wcrt von 4 bis 8, insbesondere mit einem pH-Wert von 6 bis 8. 

1 1. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1-10, dadurch gekenn- 
zdchnet, dafl der WirkstofFin einer Konzentration Menge von 0,01 bis 10 mg/ml, 

15 bevorzugt von 0,04 bis 2 mg/ml enthalten ist. 

12. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekenn- 
zdchnet, dafl die basische Aminos&ure in einer Konzentration von 1-100 mg/ml, 
bevomigt von 5 - 60 mg/ml enthalten ist. 



20 



13. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekenn- 
zdchnet, dafl die organische oder anorganische Saure in einer Konzentration von 1 - 
50 mg/ml, bevorzugt von 5-40 mg/ml enthalten ist. 



im 



25 14. Phannazeutische Zubereitung nach einem der Anspruche 1 - 13 bestehend 

wesentlichen aus Aminosauren und einer organischen oder anorganischen Saure, 
wobei mindestens eine basische Aminosaure enthalten ist. 



30 



Ver&hren zur Herstellung von pharmazeutischen Zubereitungen nach einem der 
AnsiKiiche 1-13, dadurch gekennzeichnet, daB man eine L6sung oder Suspension 
des Wrkstoffes in einem physiologisch vertraglichen Losungsmittel herstellt und 
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eine oder mehrere basische Axninosauren und eine oder mehrere organische oder 
anorgaiusche Sauren hinzufiigt und anschlieQend die Ldsung zu spritzfertigen 
Injekdons- oder Inflisionslosungen verarbeitet oder die LGsung lyophilisiert. 

16. Verwmdung von pharmazeutischen Darrdchungsformen nach einem der Anspruche 
1 - 13 zur Behandlung von CalciumstoflRvechselerkrankungen, insbesondere von 
Osteoporose. 

17. Verwendung einer basischen Aminosaure zur Herstellung von lagerstabilen 
pharmazeutischen Darreichungformen enthaltend Parathormon oder ein Parat- 
hormon-Fragment. 
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I Die Zahlung zusatzhchcr Gebuhrcn crfolgic ohne Widerspruch. 
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